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摘要 ： 目的　探讨穿心莲内酯靶向Akt信号干预人类免疫缺陷病毒（HIV）感染T细胞的效率。方法　培养

Jurkat T细胞，用WST-1试剂检测穿心莲内酯干预对Jurkat T细胞活性的影响。将Jurkat T细胞分为空白对照组、

穿心莲内酯组、LY294002组（PI3K抑制剂）及穿心莲内酯联合LY294002组。各组药物分别干预24 h后，采用实

时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）检测各组细胞 PI3K、Akt mRNA 相对表达量，采用 Western blotting 检

测各组细胞p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt蛋白相对表达量。制备HIV假病毒，用假病毒感染各组细胞，萤光素酶系

统检测假病毒感染Jurkat T细胞的效率。结果　WST-1试剂检测结果显示，随着穿心莲内酯浓度增加，Jurkat T

细胞活力降低（P <0.05）。qRT-PCR和Western blotting检测结果显示，穿心莲内酯降低Jurkat T细胞PI3K及其

下游Akt mRNA相对表达量及p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt蛋白相对表达量（P <0.05）。HIV假病毒感染实验结果

显示，穿心莲内酯降低HIV假病毒感染Jurkat T细胞的效率，联合组比单独组的抑制效果更好（P <0.05）。结论　

穿心莲内酯可能通过PI3K降低其下游Akt的活化，从而减少HIV假病毒在Jurkat T细胞间的传播及进入细胞的机

会，降低其感染Jurkat T细胞的概率。
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Abstract:  Objective This study aims to investigate the efficiency of puerarin targeting the Akt signaling 

pathway in intervening with Human Immunodeficiency Virus (HIV) infection in T cells.  Methods Jurkat T cells 

were cultured, and the impact of puerarin intervention on Jurkat T cell activity was assessed using WST-1 reagent. 

Jurkat T cells were divided into a blank control group, puerarin group, LY294002 group (PI3K inhibitor), and a 
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combined puerarin-LY294002 group. After 24 hours of drug intervention, real-time quantitative polymerase chain 

reaction (qRT-PCR) was employed to measure the relative expression of PI3K and Akt mRNA in each group, and 

Western blotting was used to detect the relative expression of p-PI3K/PI3K and p-Akt/Akt proteins. HIV pseudovirus 

was prepared to infect cells in each group, and the efficiency of pseudovirus infection in Jurkat T cells was assessed 

using a luciferase system.  Results WST-1 assay results revealed a dose-dependent reduction in Jurkat T cell 

viability with increasing concentrations of puerarin (P < 0.05). qRT-PCR and Western blotting results indicated that 

puerarin decreased the relative expression of PI3K and downstream Akt mRNA, as well as p-PI3K/PI3K and p-Akt/

Akt proteins in Jurkat T cells (P < 0.05). Results from the HIV pseudovirus infection experiment demonstrated that 

puerarin reduced the efficiency of HIV pseudovirus infection in Jurkat T cells, with the combined treatment showing 

superior inhibitory effects compared to the individual treatment (P < 0.05).  Conclusion Puerarin may reduce the 

activation of Akt downstream of PI3K, thereby decreasing the opportunity for HIV pseudovirus spread and entry into 

Jurkat T cells, ultimately lowering the probability of infection.

Keywords:  acquired immunedeficiency syndrome; andrographolide; human immunodeficiency pseudovirus; 

phosphoinositide 3-kinase; protein kinase b

艾 滋 病 是 一 种 由 人 类 免 疫 缺 陷 病 毒（human 

immunodeficiency virus, HIV）引起的免疫功能缺陷的

传染性疾病，是通过从非人灵长类动物到人类的猿

免疫缺陷病毒的多次跨物种传播引入的[1]。艾滋病

大流行已经持续了 40 年，其间至少有 3 200 万人因

此病丧生[2]。据 联 合 国 艾 滋 病 规 划 署 统 计 ，截 至

2021 年 ，有 3 840 万 人 是 艾 滋 病 毒 感 染 者 ，其 中

3 670 万人年龄≥ 15 岁，170 万人年龄< 15 岁。人类

一直在与艾滋病做抗争，试图寻找能够彻底治愈艾

滋病的治疗方法。目前，治疗艾滋病最有效的方法

是高效抗逆转录病毒治疗。随着抗逆转录病毒治

疗的推广和使用，艾滋病毒感染者的寿命接近普通

人群的寿命，病死率大幅度下降。然而，此治疗方

法不能彻底治愈艾滋病，并且可能给数百万抗逆转

录病毒药物依赖者带来不良症状和副作用[3]，因此，

寻找新的药物和治疗方法非常有必要。中医药介

入治疗在一定程度上可以缓解一些临床症状和西

药治疗带来的毒副作用，调节免疫功能，且毒副作

用较小。

现代药理学研究发现，中药穿心莲有解热、抗

炎、抗病毒、抗肿瘤、调节免疫、抗心律失常等药理

作用[4]，其有效成分穿心莲内酯有抗 HIV 的潜在作

用，但其抗 HIV 的具体机制仍不清楚[5]。近年来有

文章报道，PI3K/Akt 信号通路可能参与 HIV 感染靶

细胞的过程[6-7]，Akt 的激活可能促进病毒在细胞间

的传播[8]。另有部分动物实验和体外研究发现，穿

心莲内酯可能对 PI3K/Akt 信号通路有抑制作用[9-12]。

因此，本研究假设穿心莲内酯可能通过抑制 Jurkat T

细胞内 PI3K 的表达，抑制其下游 Akt 的激活，降低

HIV 假病毒在细胞间的传播及感染细胞的效率，实

验目的和意义在于为后续艾滋病的深入研究及穿

心莲的药用价值的开发利用提供相应参考信息。

1 材料与方法

1.1　实验材料

Jurkat T 细胞（人白血病 T 淋巴细胞）、293T 细胞

均 为 本 实 验 室 提 供 ，胎 牛 血 清 购 自 澳 大 利 亚

Ausgene X 公司，RPMI 1640 培养基、DMEM 培养基购

自美国 Invitrogen Gibco 公司，二甲基亚砜（DMSO）、

PBS、RIPA 裂解液（含 PMSF）、5%BSA 封闭液均购自

北京索莱宝科技有限公司，台盼蓝染色剂（0.4%）、

预染蛋白分子量标准均购自美国赛默飞世尔科技

公司，β-巯基乙醇、穿心莲内酯均购自上海麦克林

生化科技股份有限公司，WST-1 试剂盒购自上海碧

云天生物技术有限公司，培养细胞/细菌总 RNA 提

取试剂盒购自北京天根生化科技有限公司，HiScript 

Ⅲ All-in-one RT Super Mix Perfect for qPCR、通用型

高灵敏度染料法定量 PCR 检测试剂盒均购自南京

诺唯赞生物科技股份有限公司，PVDF 膜购自安徽

兰 杰 柯 科 技 有 限 公 司 ，PI3K、Akt、p-PI3K、p-Akt、

GAPDH 兔抗一抗以及羊抗兔二抗购自江苏亲科生

物研究中心有限公司，萤光素酶检测系统试剂盒购

自美国 Promega 公司。

1.2　实验仪器

细 胞 培 养 箱（CLM-170B-8-NF，江 苏 太 仓 艺 斯

高医疗器械科技有限公司），生物显微镜（CKX53，日

本奥林巴斯公司），生物安全柜（LA2-4A1，青岛海尔
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特种电器有限公司），实验室冷藏箱（HLR-310F，青

岛 海 尔 特 种 电 器 有 限 公 司 ），高 速 离 心 机

（VELOCITY，湖南湘仪实验室仪器开发有限公司），

医用离心机（TD5A-WS，湖南湘仪实验室仪器开发

有 限 公 司），电 子 天 平（PRACTUM224-1CN，德 国 赛

多利斯公司），全自动高温高压灭菌器（MLS-3751L-

PC，上海申安医疗器械厂），恒温水浴锅（HH-6，常

州国华科技发展有限公司），紫外可见分光光度计

[BioSpec-nano，岛津企业管理（中国）有限公司]，多

功 能 微 孔 板 检 测 仪（infinite 200PRO，瑞 士 帝 肯 公

司），PCR 仪（CFX Connect，上海柏辰生物科技有限

公司），电泳槽[WIX-midiDNA，韦克斯科技（北京）有

限 公 司]，全 自 动 化 学 发 光 图 像 分 析 系 统

（ChemiScope 6100，上海勤翔科学仪器有限公司）等。

1.3　实验方法

1.3.1 　 细胞培养及分组 　Jurkat T 细胞用细胞培养

基（RPMI 1640 +10% FBS）在 37 ℃、5% 二氧化碳培

养 箱 中 培 养 ，每 2～3 天 更 换 1 次 新 鲜 的 细 胞 培 养

基。取对数生长期细胞制成细胞悬液，用细胞计数

仪计数，以 5×106 个/mL 细胞密度接种于 6 孔板，设

置 空 白 对 照 组（Control 组）、穿 心 莲 内 酯 组（Andro

组）、LY294002 组（LY294002 为 PI3K 抑制剂）、穿心

莲内酯联合 LY294002 组（Andro 联合 LY294002 组）。

空白对照组不加任何干预，穿心莲内酯组在细胞培

养基中添加 60 μmol/L 穿心莲内酯，LY294002 组在

细胞培养基中添加 40 μmol/L LY294002 抑制剂，穿

心 莲 内 酯 联 合 LY294002 组 在 细 胞 培 养 基 中 添 加

60 μmol/L 穿 心 莲 内 酯 和 40 μmol/L LY294002 抑 制

剂。293T 细胞用细胞培养基（DMEM+ 10%FBS + 1%

双 抗）在 37 ℃ 、5% 二 氧 化 碳 培 养 箱 中 培 养 ，每

2 ～3 天更换 1 次新鲜的细胞培养基。

1.3.2 　 WST-1检测不同浓度穿心莲内酯干预后对细

胞活性的影响 　将 Jurkat T 细胞按每孔 10 000 个/mL

细胞密度接种到 96 孔板，设置不同浓度的穿心莲

内 酯 干 预 细 胞 ，浓 度 分 别 是 0、20、40、60、80 和

100 μmol/L，处理 24 h 后，用 WST-1 试剂盒检测细胞

活性，每孔加入 10 μL WST-1 试剂，在培养箱中孵育

2 h，在酶标仪 450 nm 处测定光密度（optical density, 

OD）值 。 计 算 公 式 为 ：细 胞 存 活 率（% ）=

[（OD 实验组-OD 空白组）/（OD 对照组-OD 空白组）]×100%。

1.3.3 　 实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative real-

time polymerase chain reaction， qRT-PCR）检测PI3K、

Akt mRNA相对表达量 　分别收集各组细胞，用 PBS

洗涤细胞 2 遍，12 000 r/min 离心 5 min，收集细胞沉

淀，按细胞总 RNA 提取试剂盒说明书步骤提取细胞

总 RNA，用分光光度计测各组细胞总 RNA 的浓度，

采 用 qRT-PCR 检 测 PI3K、Akt mRNA 相 对 表 达 量 。

PI3K 正 向 引 物 ：5'-CAACCTTATTATTACCCTCC-3'，

PI3K 反向引物：5'-AGTCTTGTCGCAAAGTCC-3'；Akt

正向引物：5'-TCAACAACTTCTCTGTGGCG-3'，Akt 反

向 引 物 ：5'-ATCTCCTCCTCCTCCTGCTT-3'；GAPDH

正 向 引 物 ：5'-GGAGTCCACTGGCGTCTTCA-3'，

GAPDH 反 向 引 物 ：5'-GTCATGAGTCCTTCCACGATA

CC-3'。采用2-ΔΔCt 法计算PI3K、Akt mRNA相对表达量。

1.3.4 　 Western blotting 检 测 p-PI3K/PI3K、p-Akt/

Akt蛋白相对表达量 　分别收集各组细胞，用 PBS 洗

涤细胞 2 遍，12 000 r/min 离心 5 min，收集细胞沉淀，

于冰上加裂解液裂解细胞，裂解 30 min，置于低温离

心 机 中 ，4 ℃ ，12 000 r/min 离 心 10 min。 收 集 上 清

液，用 BCA 蛋白定量测定试剂盒检测蛋白浓度，加

入 5× 蛋 白 上 样 缓 冲 液 进 行 蛋 白 变 性 。 10% SDS-

PAGE 凝胶电泳，湿转转膜，5% BSA 封闭液封闭 2 h，

洗 涤 后 加 入 兔 抗 人 PI3K、Akt、p-PI3K、p-Akt 一 抗

（1∶1 000）、兔抗人 GAPDH 一抗（1∶5 000）孵育 4 ℃

过夜，加入山羊抗兔 IgG 二抗（1∶5 000）常温孵育 2 h，

最后使用 ECL 法曝光，用 Image J 软件分析蛋白条带。

1.3.5 　 质粒共转染及质粒比例优化 　将 293T 细胞

按 1×105 个/mL 细胞密度接种到 12 孔板，按细胞常

规培养条件在细胞培养箱培养，待细胞生长汇合度

达 70%～80% 时 ，将 HIV 骨 架 质 粒 pNL4-3-Luc-R-

E-和包膜质粒 Env 用 Lipofectamine 3000 转染试剂共

转染 293T 细胞，进行 HIV 假病毒包装。HIV 骨架质

粒 pNL4-3-Luc-R-E-和包膜质粒 Env 的转染比例为

分别为 1∶0、1∶1、1∶2、1∶3、1∶4 和 1∶5。分别于 24 和

48 h 收集上清，将二者混合，即为假病毒原液。纯化

收集到的病毒上清液，3 500 r/min 离心 10 min，弃去

沉淀，收集上清液并浓缩。通过萤光素酶系统试剂

盒来检测假病毒的包装效率。

1.3.6 　 HIV 假病毒制备 　按 1∶1 将 HIV 骨 架 质 粒

pNL4-3-Luc-R-E- 和 包 膜 质 粒 Env 共 转 染 293T 细

胞，具体实验步骤同 1.3.5，然后抽取一部分上清液

检 测 假 病 毒 的 感 染 能 力 ，置 于 -80 ℃ 冰 箱 冷 冻 保

存备用。用细胞培养基稀释假病毒，共稀释 6 个浓
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度梯度（5 倍、10 倍、20 倍、40 倍、80 倍、160 倍），分

别感染细胞，用萤光素酶系统试剂盒检测荧光值，

选出细胞感染后荧光值在 5～40 万间的假病毒溶

液浓度进行后续的 HIV 假病毒感染实验。

1.3.7 　 HIV 假病毒感染实验 　按 1×105 个/mL 细胞

密度接种到 96 孔板。用细胞培养基稀释 HIV 假病

毒，每孔加入 100 μL 假病毒稀释液，混匀，于 37 ℃、

5% 二氧化碳培养箱中培养。假病毒感染 48 h 后向

各孔中加入 100 μL 的萤光素酶系统检测试剂，混合

均匀，在多功能微孔板读数仪上检测各组荧光值。

抑制率的计算公式为：抑制率（%）=（1-荧光值实验孔/

荧光值对照孔）×100%。

1.4　统计学方法

数 据 分 析 采 用 SPSS 23.0 和 GraphPad Prism 9.4

统计软件。计量资料以均数±标准差（x±s）表示，

多组独立样本比较用方差分析，进一步两两比较

采用 LSD-t 检验。P <0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1　穿心莲内酯对Jurkat T细胞活性的影响

不 同 浓 度（0 μmoL/L、20 μmoL/L、40 μmoL/L、

60 μmoL/L、80 μmoL/L 和 100 μmoL/L）穿心莲内酯干

预 Jurkat T 细胞 24 h 后的 OD 值分别为（1.05±0.05）、

（0.95±0.03）、（0.86±0.07）、（0.73±0.03）（0.51±0.02）

和（0.40±0.03），经 方 差 分 析 ，差 异 有 统 计 学 意 义

（F =187.346，P =0.000）。见图 1。

不 同 浓 度（0 μmoL/L、20 μmoL/L、40 μmoL/L、

60 μmoL/L、80 μmoL/L 和 100 μmoL/L）穿心莲内酯干

预 Jurkat T 细 胞 24 h 后 的 细 胞 存 活 率 分 别 为

（100.00±0.00）%、（89.38±5.71）%、（78.55±9.90）%、

（64.65±3.15）%、（39.74±3.97）%和（27.27±2.47）%，

经 方 差 分 析 ，差 异 有 统 计 学 意 义（F =149.403，P =

0.000）。见图 2。

2.2　穿心莲内酯对细胞内PI3K、Akt的mRNA表达

水平的影响

Control 组 、Andro 组 、LY294002 组 、Andro 联 合

LY294002 组 的 PI3K、Akt mRNA 相 对 表 达 量 比 较 ，

经 方 差 分 析 ，差 异 有 统 计 学 意 义（P <0.05）。 与

Control 组 比 较 ，Andro 组 、LY294002 组 、Andro 联 合

LY294002 组 的 PI3K、Akt mRNA 相 对 表 达 量 下 降

（P <0.05）；与 Andro 组 、LY294002 组 比 较 ，Andro 联

合 LY294002 组的 PI3K、Akt mRNA 相对表达量下降

（P <0.05）。见表 1。

2.3　穿心莲内酯对细胞内 p-PI3K/PI3K、p-Akt/

Akt蛋白表达的影响

Control 组 、Andro 组 、LY294002 组 、Andro 联 合

LY294002 组 的 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt 蛋 白 相 对 表

达 量 比 较 ，经 方 差 分 析 ，差 异 有 统 计 学 意 义（P <

0.05）。 与 Control 组 比 较 ，Andro 组 、LY294002 组 、

Andro 联合 LY294002 组的 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt 蛋
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图1　穿心莲内酯干预24 h后Jurkat T细胞生长曲线

表 1　各组细胞PI3K、Akt mRNA相对表达量的比较

（x±s）

组别

Control 组

Andro 组

LY294002 组

Andro 联合 LY294002 组

F 值

P 值

PI3K mRNA

1.00±0.13

0.59±0.08①

0.61±0.10①

0.35±0.08①②③

27.792

0.000

Akt mRNA

1.00±0.14

0.63±0.06①

0.65±0.06①

0.38±0.07①②③

25.821

0.000

注 ： ①与 Control 组比较，P <0.05； ②与 Andro 组比较，P <0.05；

③与 LY294002 组比较，P <0.05。
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白相对表达量下降（P <0.05）；与 Andro 组、LY294002

组 比 较 ，Andro 联 合 LY294002 组 的 p-PI3K/PI3K、p-

Akt/Akt 蛋 白 相 对 表 达 量 下 降（P <0.05）。 见 表 2

和图 3。

2.4　共转染质粒比例优化结果

将 HIV 骨架质粒 pNL4-3-Luc-R-E-和包膜质粒

Env 分别按 1∶0、1∶1、1∶2、1∶3、1∶4 和 1∶5 的比例转

染，各组荧光值比较，经方差分析，差异有统计学意义

（P <0.05）。1∶1 转染时制备的 HIV 假病毒感染细胞

时的萤光素酶基因活性值较高（P <0.05）。见表 3。

2.5　穿心莲内酯对HIV假病毒感染细胞的影响

Control 组 、Andro 组 、LY294002 组 、Andro 联 合

LY294002 组 的 HIV 假 病 毒 抑 制 率 分 别 为（0.00±

0.00）% 、（36.82±1.70）% 、与 （27.05±1.43）% 、

（53.11±0.08）%，各组抑制率比较，经方差分析，差

异有统计学意义（F =1 205.019,P =0.000）。与 Control

组比较，Andro 组、LY294002 组、Andro 联合 LY294002

组 的 HIV 假 病 毒 抑 制 率 上 升（P <0.05）。 与 Andro

组、LY294002 组比较，Andro 联合 LY294002 组的 HIV

假病毒抑制率上升（P <0.05）。

3 讨论

几千年来，中医作为一种医学体系一直是中国

的一种医疗保健形式。研究表明，中医药可以减少

抗 逆 转 录 病 毒 治 疗 的 副 作 用 ，改 善 不 良 的 临 床 症

状，调节免疫系统功能，延长患者寿命，是治疗艾滋

病有效和安全的中药[13]。许多中草药的有效活性成

分也已被发现具有很大的抗 HIV 潜能。研究发现，

中草药穿心莲的有效活性成分穿心莲内酯具有潜

在 的 抗 HIV 作 用[14-16]。 随 着 国 内 外 研 究 的 不 断 深

入，穿心莲内酯已被认为是一种多靶点药物，其通

过调控不同的信号通路来对各种细胞的代谢产生

影响[4]。在抗病毒方面，穿心莲内酯有很大的潜力，

对许多不同的病毒具有抗病毒活性，包括 HIV、乙型

肝炎病毒、单纯疱疹病毒、流感病毒、丙型肝炎病

毒、基孔肯雅病毒、EB 病毒、人乳头瘤病毒、登革热

病毒等[17]。ENMOZHI 等[18] 对穿心莲内酯进行分子

对接、靶点分析、毒性预测和 ADME 预测等计算机研

究方法，对穿心莲内酯作为 SARS-COV-2 主要蛋白

酶（Mpro）的潜在抑制剂进行了研究，发现穿心莲内

酯 成 功 对 接 在 SARS-CoV-2 Mpro 的 结 合 位 点 。 另

外，BANERJEE 等[19] 预测穿心莲内酯与褪黑激素的

联合疗法可能对抗新型冠状病毒感染具有潜在的

实用性。

另一方面，PI3K/Akt 信号通路不仅在肿瘤相关

疾病中具有重要角色，在艾滋病相关研究中也极其

重要，许多基础研究已发现了 PI3K/Akt 信号通路与

艾滋病的各种联系[20-23]。艾滋病发病的第一步是病

毒进入细胞，暴露在 HIV 包膜表面的糖蛋白 gp120

可以激活 PI3K，使其下游 Akt 活化，PI3K/Akt 通路的

表 2　各组细胞p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt蛋白相对表达量的

比较　（x±s）

组别

Control 组

Andro 组

LY294002 组

Andro 联合 LY294002 组

F 值

P 值

p-PI3K/PI3K 蛋白

1.18±0.15

0.77±0.12①

0.71±0.12①

0.33±0.05①②③

26.099

0.000

p-Akt/Akt 蛋白

1.00±0.06

0.65±0.07①

0.69±0.09①

0.33±0.06①②③

48.835

0.000

注 ： ①与 Control 组比较， P <0.05； ②与 Andro 组比较， P <0.05；

③与 LY294002 组比较，P <0.05。

p-PI3K

PI3K

p-Akt

Akt

GAPDH

110 kD

110 kD

60 kD

60 kD

37 kD

1            2            3           4

1：Control组； 2：Andro组； 3：LY294002组； 4：Andro联合LY294002组。

图3　各组细胞蛋白p-PI3K、PI3K、p-Akt、Akt、

GAPDH蛋白表达

表 3　不同质粒共转染比例的萤光素酶基因活性值比较

（x±s）

质粒共转染比例

1∶0

1∶1

1∶2

1∶3

1∶4

1∶5

F 值

P 值

荧光值

2 011.40±218.50

53 895.20±2 825.92

49 801.60±2 682.41

25 791.20±1 472.38

15 653.80±1 793.03

7 892.40±316.87

682.187

0.000
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激 活 有 利 于 病 毒 通 过 丝 切 蛋 白（cofilin）进 入 靶 细

胞[24]。细胞黏附已被证明可以激活 PI3K/Akt 信号通

路，这种细胞表面接触诱导的 PI3K/Akt 途径的激活

也存在于 T 细胞的细胞间接触中，这是病毒在体内

传播的主要模式[25]。TITANJI 等[25]研究报道，蛋白酶

抑制剂比逆转录酶抑制剂更有效地防止 T 细胞中的

细 胞 间 转 移 ，而 蛋 白 酶 抑 制 剂 已 被 证 明 可 以 减 少

Akt 活化[8]。DING 等[26] 研究发现，PI3K 抑制剂可阻

断 HIV 感染细胞。HAMADA 等[27]研究发现，PIK-75

（PI3K 特异性抑制剂）可通过 HIV-1 env-CD4 间相互

作用，特别是通过抑制 PI3K/Akt/PTEN 信号通路来阻

断细胞与细胞之间的融合，从而阻止 HIV-1 进入靶

细胞。

本研究评估了穿心莲内酯干预通过抑制 PI3K

对 Akt 活 化 的 调 控 作 用 及 其 对 HIV 假 病 毒 感 染

Jurkat T 细胞概率的影响。本研究中的 WST-1 实验

结果表明，穿心莲内酯对 Jurkat T 细胞的活性有抑制

作用，因此需根据该实验的结果数据计算 IC50 值，

以得知 Jurkat T 细胞对穿心莲内酯的耐受程度。经

分 析 WST-1 实 验 的 数 据 可 知 ，穿 心 莲 内 酯 干 预

Jurkat T 细胞的 IC50 值为 69.78 μmol/L，结合细胞存

活率的数据分析，后续实验中将以 60 μmol/L 的浓度

值来干预 Jurkat T 细胞。为了更好地研究穿心莲内

酯 通 过 PI3K 对 Akt 活 化 的 调 节 作 用 ，实 验 设 计 了

LY294002 组 和 穿 心 莲 内 酯 联 合 LY294002 组 ，其 中

LY294002 抑制剂是 PI3K 抑制剂，可以通透细胞，抑

制 Akt 磷 酸 化 。 通 过 与 有 抑 制 PI3K 作 用 的

LY294002 抑制剂对比，评估穿心莲内酯通过抑制细

胞 PI3K 对 Akt 激活的抑制程度。一般而言，对 Akt

活化的抑制主要是通过抑制 Akt 的上游 PI3K 而实现

的。本研究结果显示，在穿心莲内酯干预后，细胞

的 PI3K、Akt 的基因表达水平及 p-PI3K/PI3K、p-Akt/

Akt 的蛋白相对表达量均有下降，组间比较也显示

穿心莲内酯联合 LY294002 抑制剂组的下降趋势更

明显，呈现出协同作用。

为更好地研究穿心莲内酯通过抑制 Akt 的激活

影响 HIV 感染 T 细胞的效率这个问题，实验设计了

制备 HIV 假病毒来分别感染各组细胞。HIV 假病毒

是相对于 HIV 真病毒比较安全的病毒，其缺失 HIV

真病毒关键的致病基因，且只能感染一个周期，没

有自主复制能力，是筛选抗艾滋病药物的一种常用

的工具。HIV 假病毒感染实验结果显示，经过穿心

莲内酯和 LY294002 抑制剂的干预，HIV 假病毒感染

Jurkat T 细胞的效率下降，两者联合干预时，对 HIV

假病毒感染效率的抑制作用更为明显。综合前人

的研究结果可知，Akt 的激活通过调节细胞运动，可

能有利于病毒通过细胞间接触传播。结合本研究

实验结果可以推测，穿心莲内酯可能是通过对 PI3K

的抑制，进而抑制其下游 Akt 的激活，阻止了 HIV-1 

env-CD4 相互作用引起的细胞间融合，阻碍 HIV 假

病毒在 Jurkat T 细胞间接触的传播，从而降低了假病

毒感染 Jurkat T 细胞的效率。在此基础上，后续研究

可从 Akt 的激活与病毒包膜蛋白和细胞表面受体结

合介导病毒进入细胞的关系等方面进一步研究。

综上所述，穿心莲内酯可能通过 PI3K 抑制 Akt

的激活阻碍了 HIV 假病毒的融合和进入 Jurkat T 细

胞，对假病毒感染 Jurkat T 细胞的效率有明显的干预

作用，本研究为进一步研究穿心莲内酯干预 HIV 感

染过程的相关作用靶点提供了研究方向，揭示其未

来可能在艾滋病的临床治疗上有更大的应用价值。
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